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GEBIET DER ERFINDUNG 

Die vorliegende Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer Variante 
eines lipqlytischen Ausgangsenzyms und Varianten, die durch das Verfahren her- 
gestellt wurden. Weiterhin betrifft die Erfmdung ein DNA-Konstrukt kodierend 
fur eine Variante der Erfindung, einen Expressionsvektor und eine Wirtszelle, die 
das DNA-Konstrukt umfassen und ein Detergensadditiv oder eine Detergenszu- 
sammensetzung, die eine Variante umfassen. 

HINTERGRUND DER ERFINDUNG 

Schon mehrere Jahre lang sind lipolytische Enzyme als Detergensenzyme benutzt 
worden, d. h. um Lipid oder Fettflecken aus Kleidern und anderen TextiHen zu 
entfernen. 

Zum Beispiel wurden verschiedene raikrobielle Lipasen als Detergensenzyme 
vorgeschlagen. Beispiele fur solche Lipasen schlieflen ein eine Humicola lanu- 
ginosa Lipase, z. B. beschrieben in EP 258 068 und EP 305 216, eine Rhizomucor 
miehei Lipase, z. B. wie beschrieben in EP 238 023, eine Candida Lipase, wie 
eine C. antarctica Lipase, z. B. die C. arilarctica Lipase A oder B, beschrieben in 
EP 214 761, eine Pseudomonas Lipase wie eine P. alcaligenes und P. pseu- 
doalcaligenes Lipase, z. B. wie beschrieben in EP 218 272, eine P. cepacia Lipa- 
se, z. B. wie beschrieben in EP 331 376, eine Bacillus Lipase, z. B. eine B. subtilis 
Lipase (Dartois et al., 1993), eine B. stearothermophilus Lipase (JP 64/744992) 
und eine B. pumilus Lipase (EP 91 00664). 

Des weiteren ist eine Anzahl von klonierten Lipasen beschrieben worden, ein- 
schliefJlich der Penicillium camembertii Lipase, beschrieben von Yamaguchi, S. et 
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at, 1991, die Geotricum candidum Lipase (Schimada, Y. et al., 1989), und ver- 
schiedene Rhizopus Lipasen wie eine Jt delemar Lipase (Hass, M J et al., 1991), 
eine & niveus Lipase (Kugimiya, W., 1992), und eine R. oryzae Lipase. 

5 Andere Arten von lipolytischen Enzymen, die als Detergensenzyme vorgeschla- 
gen worden sind, schlieflen Cutinasen mit ein, z. B/von Pseudomonas mendocina 
stammend, wie beschrieben in WO 88/09367 oder eine Cutinase von Fusarium 
solanipisi stammend (z. B. beschrieben in WO 90/09446). 

10 In den letzten Jahren wurden Versuche unternommen, urn Lipasevarianten herzu- 
stellen, die verbesserte Eigenschaften fur Detergenszwecke haben. Z. B. be- 
schreibt WO 92/05249 Lipasevarianten mit verbesserten Eigenschaften, wobei 
bestiramte Charakteristika von Wildtyp-Lipaseenzymen durch spezifische, d. h. 
ortsspezifische Modifikationen ihrer Aminosauresequenzen, verSndert wurden, 

15 Genauer gesagt sind Lipasevarianten beschrieben, wobei ein oder mehrere Ami- 
nosMurereste der sogenannten Lipidkontaktzpne der Ausgangslipase modifiziert 
worden ist. 

PCT/DK93/00225 beschreibt Lipasevarianten mit verbesserten Eigenschaften, 
20 wobei ein Aminosaurerest, der eine kritische Position innerhalb der Lipase ein- 
nahm, modifiziert worden ist. 

EP 407 225 beschreibt Lipasevarianten mit verbesserter Resistenz gegenuber 
proteolytischen Enzymen, die durch genau defmierte Aminosauremodifikationen 
25 hergestellt worden sind. 

EP 260 105 beschreibt Hydrolasen, wobei ein Aminosaurerest innerhalb eines 
Bereiches von 1 5 A vom akiven Zentrum substituiert worden ist. 

30 Alle oben genannten Lipasevarianten wurden durch Verwendung von ortsspezifi- 
scher Mutagenese, die in der Modifikation von spezifischen Aminosaureresten 
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serte Toleranz gegenQber einem Detergens oder einer Oder mehrerer Deter- 
genskomponenten, im Vergleich zum lipolytischen Ausgangsenzym, hat, 

Im vorliegenden Zusammenhang soil der Begriff Jipolytisches Enzym" ein En- 
5 zym anzeigen, das eine lipidabbauende Fahigkeit aufweist, wie die Fahigkeit, ein 
Triglycerid oder ein Phospholipid abzubauen. Das lipolytische En2ym kann z. B. 
eine Lipase sein, eine Phospholipase, eine Esterase oder eine Cutinase. 

Der Begriff „Zufallsmutagenese" soli in einer konventionellen Weise verstanden 
10 werden, d. h. die Einfuhrung von einer oder mehreren Mutationen an zufalligen 
Positionen des Ausgangsenzyms anzeigen (d. h. im Gegensatz zu ortsspezifischer 
Mutagenese). Die zufalligen Mutationen werden typischerweise eingefiihrt, indem 
man eine groDe Anzahl an Kopien der DNA-Sequenz, die modifiziert werden soil, 
einem Mutagen aussetzt und dann auf die Gegenwart von Varianten screent. Ge- 
15 eignete Techniken zur Einfiihrung von zufalligen Mutationen sind weiter unten 
detatlliert diskutiert. 

Die Kriterien fur das Screening von Schritt (c) werden als von besonderem Nut- 
zen angesehen, urn Varianten von lipolytischen Ausgangsenzymen zu identifizie- 
20 ren, die verbesserte Wasch- uhd/oder Geschirrspttleigenschaften im Vergleich zu 
ihren Ausgangsenzymen haben. 

Im vorliegenden Zusammenhang soil der Begriff „verminderte Kalztumabhangig- 
keit" bedeuten, dass das mutierte lipolytische Enzym geringere Mengen Kalzium 
25 bendtigt als das Ausgangsenzym, um dasselbe Mafi an AktivitSt zu zeigen, wenn 
unter ahnlichen Bedingungen getestet wird. Vorzugsweise ist das mutierte lipoly- 
tische Enzym der Erfindung im Wesentlichen unabhangig von der Gegenwart von 
Kalzium, um Enzymaktivitat aufzuweisen. 

30 Der Begriff „ verbesserte Toleranz gegenuber einem Detergens oder einer Deter- 
genskomponente" soil bedeuten, dass das mutierte lipolytische Enzym bei einer 
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Klonierung einer DNA-Sequenz kodierend fiir ein lipolytisches Ausgangsen- 
zym 

Die DNA-Sequenz kodierend fiir ein lipolytisches Ausgangsenzym, das in Em* 
klang mit der vorliegenden Erfindung einer Zufallsmutagenese unterzogen werden 
soil, karui von jeder Zelle oder jedem Mikroorganismus, der das infragekommen- 
de Ausgangsenzym produziert, durch Verwendung durch von dem Stand der 
Technik bekannten Verfahren isoliert werden. Z. B. kann die DNA-Sequenz iso- 
liert werden, indem man eine cDNA oder eine genomische Library von einem 
Organismus, von dem man erwartet, dass er die Sequenz enthalt, etabliert, und fiir 
positive Klone mit konventionellen Methoden screent. Beispiele fiir solche Me- 
thoden sind die Hybridisierung mit Oligonukleotidsonden, die aufgrund der Ami- 
nosauresequenz oder DNA-Sequenz des Ausgangsenzyms angefertigt wurden 
(wenn Sequenzinformation verfUgbar ist) oder aufgrund eines verwandten lipoly- 
tischen Enzyms (falls Sequenzinformation fUr das Ausgangsenzym nicht verftg- 
bar ist) in Obereinstimmung mit Standardtechniken (cf Sambrook et al., 1989), 
und/oder die Selektion auf Klone, die lipolytische Aktivitat exprimieren, wie eine 
Lipase und/oder die Selektion auf Klone, die ein Protein herstellen, das mit einem 
AntikOiper reagiert, der gegen ein lipolytisches Ausgangsenzym gemacht wurde. 

Eine bevorzugte Methode, uni eine DNA-Sequenz aus einer cDNA oder genomi- 
schen Library zu isolieren, die fiir ein lipolytisches Ausgangsenzym kodiert, das 
erfmdungsgemaB modifiziert werden soli, besteht in der Verwendung der Polyme- 
rase-Kettenreaktion (PCR) mit degenerierten Oligonukleotidsonden, die basiercnd 
aiif der DNA- oder Aminosauresequenz des Ausgangsenzyms hergestelit wurden. 
Z. B. kann die PCR durchgefuhrt werden unter Verwendung der Techniken, die 
im US-Patent No. 4,683,202 oder von R. K. Saiki et al. (1988) beschrieben sind. 

Alternativ dazu kann die DNA-Sequenz, die fiir das Ausgangsenzym kodiert, 
synthetisch mit etablierten Standardmethoden hergestelit werden, z. B. mit der 
Phosphoramiditmethode, beschrieben von Beaucage and Caruthers (1981), oder 
der Methode beschrieben von Matthes et al. (1984). GemaB der Phosphoamidit- 
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Melhylhydroxylamin, salpetrige SSure, Ethylmetansulfonat (EMS), Natriumbisul- 
fit, Ameisensaure und Nukleotidanaloga mit ein. 

Wenn derartige Agenzien verwendet werden, wird die Mutagenese typischerweise 
5 durchgefuhrt, indem man die DNA-Sequenz, die fttr das Ausgangsenzym, das 
mutagenisiert werden soli, kodiert, in Gegenwart des mutagenisierenden Agens 
der Wahl unter Bedingungen inkubiert, die fur das Stattfinden der Mutagenese 
geeignet sind und auf mutierte DNA, die die gewtlnschten Eigenschaften hat, se- 
lektiert. 

10 

Wenn die Mutagenese unter Verwendung eines Oligonukleotids durchgefuhrt 
wird, kann wahrend der Synthese des Oligonukleotids an den Positionen, die man 
verandert haben will, das Oligonukleotid mit den drei Nicht-Ausgangsnukleotiden 
durch Dotierung oder durch Zusatz verSndert werden (may be doped or spiked). 

1 5 Die Veranderung durch Dotierung oder durch Zusatz (The doping or spiking) 
kann so vorgenommen werden, dass Codons fur unerwtinschte Aminos&uren ver- 
mieden werden. Das veranderte (doped or spiked) Oligonukleotid kann mit jeder 
verdffentlichten Technik unter Verwendung von z. B. PCR, LCR oder jeder 
DNA-Polymerase und Ligase in die DNA, die fiir das lipolytische Enzym kodiert, 

20 inkorporiert werden. 

Wenn PCR-vermittelte Mutagenese verwendet wird, wird entweder ein chemisch 
behandeltes oder unbehandeltes Gen, das fiir ein lipolytisches Ausgangsenzym 
kodiert, einer PCR unter Bedingungen unterzogen, die den Fehleinbau von Nu- 
25 kleotiden erhohen (Deshler 1 992, Leung et al. 1 989). 

Ein Mutatorstamm von £. coli (Fowler et al. 1974), S. cereviciae oder jedem an- 
deren mikrobiellen Organismus kann fUr die Zufallsmutagenese der DNA ver- 
wendet werden, die fur das lipolytische Enzym kodiert, indem man z. B. ein 
30 Plasmid, das das Ausgangsenzym enthalt, in einen Mutatorstamm transformiert, 
den Mutatorstamm mit dem Plasmid wachsen lasst und das mutierte Plasmid aus 
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eine DNA-Sequenz umfassen, die ftr Funktionen kodiert, die die Expression der 
mutierten DNA-Sequenz erlauben. 

Es ist zu verstehen, dass die Kriterien fUr das Screening, das im Schritt (c) oben 
erwahnt ist, sorgMig ausgewahlt wurden. Darum, ohne auf irgendeine Theorie 
begrenzt zu sein, glaubt man, dass das Screening nach einer venninderten Kalzt- 
umabhangigkeit in Varianten resultiert, die insgesamt verbesserte Eigenschaften 
haben, insoweit dass die Kalziumabhangigkeit als Iimitierender Faktor fUr opti- 
male AktiviOit angesehen werden kann, insbesondere unter Bedingungen, wo nur 
geringe Mengen an freien Kalziumionen vorliegen. Im Zusammenhang mit Deter- 
genslipasen werden norraalerweise die benStigten freien Kalziumionen vom 
Waschwasser zur Verfilgung gestellt, und darum hangt die lipolytische Aktivitat 
vom Kalziumgehalt des Wassers ab. 

Das Detergens oder die Detergenskomponente, dem gegentiber die Variante ver- 
besserte Toleranz hat, kann von jeder beliebigen Art sein, z. B. wie weiter unten 
beschrieben. Vorzugsweise ist die Detergenskomponente ein nicht-ionisches, 
anionisches, kationisches, zwitterionisches oder amphoterisches Tensid. Beispiele 
fur nicht-ionische Tenside schlieBen Alkoholethoxylat ein, Beispiele fUr anioni- 
sche tenside schlieBen LAS, Alkylsulfat, Alkoholethoxysulfat und andere dieser 
Art mit ein. 

Insbesondere wird in Betracht gezogen, dass eine verbesserte Toleranz gegentiber 
einem nicht-ionischen AlkobolethoxylaMensid, wobet ein im Handel erhaltliches 
Beispiel dafiir Dobanol® ist, verbesserte Wascheigenschaften anzeigen kflnnte. 

Das Screening von Schritt (c) wird praktischerweise durchgeftihrt durch Verwen- 
dung eines Filterassays basierend auf dem folgenden Prinzip: 

Ein Mikroorganismus, der in der Lage ist, das mutierte lipolytische Enzym von 
Interesse zu exprimieren, wird auf einem geeigneten Medium inkubiert und unter 
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genszusammensetzung in Kombination mit einem der oben genannten Detektoren . 
von enzymatischcr AktivitSt sein. 

Es ist zu verstehen, dass die Kriterien ftr das Screening, die im erfindungsgemS- 
5 Ben Filterassay verwendet werden, so gewahlt werden kSnnen, dass sie rnit den 
erwOnschten Eigenschaften oder Verwendungen des Enzyms, das gescreent wer- 
den soil, tibereinstimmen. Z. B. kann es in einem Screening nach Lipasen mit be- 
sonderer Verwendung in der Papier- und Sagespanindustrie relevant sein, nach 
einer Saurelipase zu screenen, die eine erhohte Temperaturstabilitat hat. Dies kann 
10 durch Verwendung eines Puffers mit saurem pH (z* B. pH 4) und/oder Inkubation 
bei hdherer Temperatur vor oder wShrend dem Assay durchgeftihrt werden. 

Die im Schritt (c) produzierten Wirtszellen kfinnen weiteren Runden von Mutage- 
nese, wie oben definiert in den Schritten (a) - (c), unterzogen werden, prakti- 
1 5 scherweise indem man stringentere Kriterien fur die Selektion verwendet als die 
bei einer vorherigen Mutagenesebehandlung verwendeten. 

Die Wirtszellen, auf die in Schritt (c) selektioniert wurde, konnen direkt zur Her- 
steliung der Variance des lipolytischen Enzyms verwendet werden. Alternativ da- 
20 zu kann die DNA, die fur die Variante kodiert, von der Wirtszelle isoliert werden 
und in eine andere geeignete Wirtszelle eingebracht werden, praktischerweise 
unter Verwendung des Verfahrens, das weiter unten im Abschnitt mit dem Titel 
Expression einer erfindungsgemaBen Variante" beschrieben ist, wobei geeignete 
Wirtszellen auch aufgefilhrt sind. 

25 


30 Lokalisierte Zufallstnutagenese 
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Bei alien bislang kristallisierten Lipasen hat man gefunden, dass sie zumindest 
eine oberflachliche Schleifenstruktur (loop structure) umfassen (auch als ein Dek- 
kel oder eine Klappe bezeichnet), die das aktive Zentrum bedeckt, wenn die.Lipa- 
se in ihrer inaktiven Form ist (ein Beispiel filr eine solche Lipase ist in Bardy et 
al, 1990, beschrieben). Wenn die Lipase aktiviert ist, wird die Schleifenstruktur 
verschoben, um die Reste des aktive Zentrums zu exponieren, und eine hydropho- 
be Oberflache, die das Serin des aktive Zentrums umgibt, wird erzeugt, die eine 
erhQhte Oberflachenhydrophobizitat hat und die rait dem Lipidsubstrat bei oder 
wahrend der Hydrolyse wechselwirkt. Diese Aktivierung wird „interfaciale Akti- 
vierung" genannt und wird von Tilbeurgh et al. (1993) weiter diskutiert. 

Fur den vorliegenden Zweck wird die bei Aktivierung erschaffene Oberflache als 
..Lipidkontaktzone" bezeichnet und soil Aminosaurereste einschlieBen, die inner- 
halb liegen oder Tei! dieser Oberflache bilden, wahlweise in der Form von Schlei- 
15 fenstrukturen. Diese Reste kbnnen an einer Wechselwirkung der Lipase mit dem 
Substrat bei oder wahrend der Hydrolyse teilnehmen, wobei die Lipase Triglyce- 
ride der Lipidphase hydrolysiert, wenn sie durch Kontakt mit der LipidoberflSche 
aktiviert ist. 

20 Die Lipidkontaktzone enthalt eine Bindungsgegend fiir das Lipidsubstrat, wobei 
0 das der Teil der Lipidkontaktzone ist, an den das einzelne Lipidsubsfratmolekul 

vor der Hydrolyse bindet Diese Bindungsgegend wiederum entbJlt eine Acyl- 
bindende hydrophobe Spalte und eine sogenannte Hydrolysetasche, die sich in der 
Gegend um das Serin des aktiven Zentrums herum befindet, und in der die Hy- 
25 drolyse des Lipidsubstrats angeblich stattfinden soil. Bei alien heute bekannten 
Lipasen ist die Lipidkontaktzone leicht zu erkennen, z. B. aus einer dreidimensio- 
nalen Struktur der Lipase, die durch geeignete Computerprogramme erzeugt wird. 
Die Konformation einer inaktiven bzw. einer aktiven Lipase ist in den Figuren 1 
und 2 von WO 92/05249 gezeigt. 


5 
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Die Oberflachenzuganglichkeit eines jeden Restes wird unter Verwendung des 
Connollyprogramms berechnet. 

Vorzugsweise wird die lokalisierte Zufallsmutagenese durchgeflihrt an einem Teil 
5 der DNA-Sequenz, der fur eine Deckelregion und/oder eine hydrophobe Spalte 
der Ausgangslipase kodiert, oder einen Teil dieser Deckel-Region und/oder hy- 
drophoben Bindungsspalte. 

Das lipolytische Ausgangsenzym, das erfindungsgemSB modifiziert werden soil, 
10 kann jeden beliebigen Ursprung haben. Das bedeutet, dass das Enzym Sauger-, 
Pflanzen-, Wirbeltier- oder jeden anderen Ursprung haben kann. Allerdings ist es 
gegenwartig bevorzugt, dass das Enzym von mikrobiellem Ursprung ist, insofem 
eine Anzahl von mikrobiellen Stammen gefunden wurden, die Enzyme von be- 
sonderem Nutzen fiir Detergenszwecke produzieren. 

15 

Insbesondere kann die DNA-Sequenz des lipolytischen Ausgangsenzyms von 
einem Pilz erhaltlich sein, d. h. einer Hefe oder einem filamentSsen Pilz.*Z. B. 
kann die DNA-Sequenz eine solche sein, die von einem Stamm von Humicola sp.; 
z. B. H. Lanuginosa erhaltlich ist, von einem Stamm von Rhizomucor sp, z. B. 
20 Rh miehei, von einem Stamm von Rhizopus sp. y von einem Stamm von Candida 
sp,, von einem Stamm von Fusarium sp. y z. B. F. solanipisi, von einem Stamm 
von Venturia spp., z. B, V. inaequalis, von einem Stamm von Colletotrichum spp., 
z. B. C gloeosporioides, oder C. lagenarium, oder von einem Stamm von Pent- 
allium spp., Z.B.P. spinulosum oder P. camembertii. 

25 

Im vorliegenden Zusammenhang soli „erhaltlich sein von" nicht nur ein Enzym, 
das von einem Stamm des fraglichen Organismus produziert wird, bedeuten, son- 
dern auch ein Enzym kodiert von einer DNA-Sequenz, die von einem solchen 
Stamm isoliert wurde, und das in einem Wirtsorganismus produziert wurde, der 
30 mit besagter DNA-Sequenz transformiert wurde. Des weiteren soil der BegrifF ein 
Enzym bedeuten, das von einer DNA-Sequenz synthetischen und/oder cDNA- 
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Varianten der Erfindung 

Um den Bezug zu erleichtern, werden verschiedene Varianten der Erfindung be- 
schrieben unter Verwendung der folgenden Nomenklatur; 

Original Aminosaure(n);Position(en):Substituierte Aminosaure(n) 

GeraSB dieser Nomenklatur ist z. B. die Substitution von Aspartat durch Valin in 
Position 96 angegeben als: 

Asp 96 Val oder D96V 
Eine Deletion von Aspartat an derselben Position ist angegeben als: 

Asp 96* oder D96* 
und die Insertion eines zusatzlichen Aminosaurerests, wie Lysin, ist angegeben 
als; 

Asp 96 ValLys oder D96VK 

Multiple Mutationen sind mit Pluszeichen getrennt, d. h.: 

Asp 96 Val + Glu 87 Lys oder D96V + E87K 

reprSsentieren Mutationen an den Positionen 96 und 87, die Aspartat und Gluta- 
mat mit Valin bzw. Lysin substituieren, 

Wenn eine oder mehrere alternative AminosSurereste an einer bestimmten Positi- 
on inseriert werden kdnnen, so ist das angegeben als 
D96V,Noder 
D96VoderD96N 

Des weiteren, wenn hier eine zur Modifikation geeignete Position angegeben 
wird, ohne dass irgendeine spezielle Modifikation vorgeschlagen ist, ist es zu ver- 
stehen, dass jeder beliebige AminosSurerest den Aminosaurerest, der an dieser 
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N94K+D96A 
S83T+N94K+D96N 
E87K+D96V 
E87K+G91A+D96A 
5 N94K+F95L+D96H 
F95C+D96N 

E87K+G91A+D96R+I100V 
E87K+G91A 
S83T+E87K+Q249R 
# 10 S83T+E87K+W89G+G91A+N94K+D96V 

N73D+S85T+E87K+G91A+N94K+D94A 
E87K+G91A+L93I+N94K+D96A 
D167G+E210V 

N73D+E87K+G91A+N94I+D96G 
15 S83T+E87K+G91A+N92H+N94K+D96M 

E56R+D57L+V60M+D62N+S83T+D96P+D102E 
D57G+N94K+K96L+L97M 

E87K+G91A+D96R+I100V+E129K+K237M+I252L+P256T+G263A+L264Q 
E56R+D57G+S58F+D62C+T64R+E87G+G9 1 A+F95L+D96P+K98I+K237M 
20 D167G 
Q N73D+E87K+G91A+N94I+D96G 
N25 1 W+D254W+T267W 
S83T+E87K+G91A+N92H+N94K+D96M 
D57G+N94K+D96L+L97M 

25 

Man hat gefunden, dass diese Varianten cine verminderte Kalziumwiderstandsfd- 
higkeit und/oder eine verbesserte Toleranz gegenuber Detergenskomponenten, 
wie das nicht-ionische Tensid Alkoholethoxylat, aufweisen, und sie werden, dem- 
entsprechend, als von besonderem Nutzen fur Detergens- oder GeschirrspQlzwek- 
30 ke angesehen. Die Varianten wurden mit dem erfindungsgemSBen Verfahren er- 
zeugt und anschlieOend dahingehend charakterisiert, welche Mutationen eingefligt 
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transkriptionelle AktivitSt in der gewahlten Wirtszelle zeigt und kann von Genen 
stammen, die fiir Proteine kodieren, die entweder homolog oder heterolog zur 
Wirtszelle sind. Beispiele fiir geeignete Promotoren, urn die Transkription der 
DNA-Sequenz, die fiir die erfindungsgemafle Variante kodiert, zu veranlassen, 
speziell in einem bakteriellen Wirt, sind der Promoter des Lac-Operon von E. 
coli, die Promotoren des Agarasegens dagA von Streptomyces coelicolor, die 
Promotoren des a-Amylasegens (amyL) von Bacillus licheniformis, z. B. wie be- 
schrieben in WO 93/10249 die Promotoren des maltogenen Amylasegens (amyM) 
von Bacillus stearothermophilus, die Promotoren der a-Amylase (amyQ) von 
Bacillus amyloliquefaciens, die Promotoren der Gene xylA und xylB von Bacillus 
subtilis etc. Beispiele fiir nOtzliche Promotoren zur Transkription in einem Pilz als 
Wirt sind die, die vom Gen, das die TAKA- Amylase von 4. oryzae kodiert; 
stammen, von der Aspart-Proteinase von Rhizomucor miehei, von der neutralen a- 
Amylase von A. niger, von der sSurestabilen a-Amylase von A. niger, von der 
Glucoamylase von A. niger, von der Lipase von Rhizomucor rniehei, von der al- 
kalischen Protease von A. oryzae, von Triose-Phosphat-Isomerase von A oryzae 
oder von der Acetamidase von A. nidulans. 

Der erfindungsgemafle Expressionsvektor kann auch einen geeigneten Transkrip- 
tionsterminator umfassen und, bei Eukaryoten, Sequenzen zur Polyadenylierung, 
die operabel mit der DNA-Sequenz, die eine erfmdungsgem5i3e Variante kodiert, 
verbunden sind. Sequenzen fiir die Termination und Polyadenylierung kSnnen 
passenderweise von denselben Quellen stammen wie der Promotor. 

Der Vektor kann weiterhin eine DNA-Sequenz umfassen, die den Vektor befShigt, 
in der fragiichen Wirtszelle zu replizieren. Beispiele fiir solche Sequenzen sind 
die origins of replication der Plasmide pUC 1 9, pAC YC 1 77, pUB 1 1 0, pE ! 94, 
pAMBl und pIJ702. 

Der Vektor kann auch einen Selektionsmarker umfassen, z. B. ein Gen, dessen 
Produkt einen Defekt in der Wirtszelle komplementiert, wie die dal-Gene aus 
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durchgeftlhrt werden, z. B. mit homologer oder heterologer Rekombination. Al* 
ternativ dazu kann die Zelle mit einem Expressionsvektor transformiert werden, 
wie weiter unten im Zusammenhang mit den verschiedenen Wirtszelltypen be- 
schrieben. 

5 

Die erfindungsgemafie Zelle kann eine Zelle eines hSheren Organismus, wie eines 
S&igetiers oder eines Insekts, sein, ist aber bevorzugt eine mikrobielle Zelle, 2. B. 
. eine bakterielle oder eine Pil2zelle (einschlieBlich Hefe). 

10 Beispiele fur geeignete Bakterien sind grampositive Bakterien wie Bacillus subti- 
lis, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermo- 
philus, Bacillus alkalophilus. Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus coagulans, 
Bacillus circulanS) Bacillus lautus, Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis, 
oder Streptomyces lividans oder Streptomyces murinus oder gramnegative Bakte- 
1 5 rien wie ExolL Die Transformation der Bakterien kann, z. B., durch Protopla- 
stentransformation erreicht werden oder unter Verwendung von kompeten zellen 
in einer Art und Weise, die per se bekannt ist. 

Der Hefeorganismus kann vorzugsweise aus einer Spezies von Saccharomyces 
oder Schizosaccharomyces ausgewahlt sein, z. B. Saccharomyces cerevisiae. Der 
filamentGse Pilz kann vorteilhafterweise zu einer Spezies von Aspergillus geh5- 
ren, z. B, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger oder Aspergillus nidulans. Pilz- 
zellen k^nnen durch ein Verfahren transformiert werden, das die Bildung von 
Protoplasten und die Transformation der Protoplasten, gefolgt von einer Regene- 
ration der Zellwand, einschlieBt, in einer Art und Weise, die per se bekannt ist. 
Ein geeignetes Verfahren zur Transformation von Aspergilluswirtszellen ist in EP 
238 023 beschrieben. 

In noch einem weiteren Aspekt bezieht sich die vorliegende Erfindung auf ein 
30 Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemafien Variante eines lipoiytischen 
Ausgangsenzyms, wobei das Verfahren ftlr das Kultivieren einer Wirtszelle wie 
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der Detergenszusammensetzung eingeschlossen sein, in Form eines nicht- 
staubenden Granulats, einer stabilisierten Fliissigkett oder eines geschUtzten En- 
zyms. Nicht-staubende Granulate kQnnen gemacht werden, wie z, B. beschrieben 
in US 4,106,991 und 4,661,452 (beide an Novo Industry A/S) und kOnnen wahl- 
weise durch im Stand der Technik bekannte Verfahren beschichtet werden. BeU 
spiele fUr wachsige Beschichtungsmaterialien sind Poly(ethylenoxyd)produkte 
(Polyethylenglycol, PEG) mit mittleren Molekulargewichten von 1000 bis 20000; 
ethoxylierte Nonylphenole, die von 16 bis 50 Ethylenoxideinheiten haben; 
ethoxylierte Fettalkohle, in denen der Alkohol zwischen 12 bis 20 Kohlenstoffa- 
tome enthali und in denen 15 bis 80 Ethylenoxideinheiten sind; Fettalkohle; Fett- 
sSuren; und Mono-, Di- und Triglyceride von Fettsluren. Beispiele fur film- 
bildende Beschichtungsmaterialien, die fUr das Anbringen durch Fltissig-Bett- 
Techniken (fluid bed techniques) geeignet sind, sind im Patent GB 1483591 gege- 
ben. Flussige EnzymprSparationen konnen^ z. B., durch die Zugabe eines Polyols, 
wie Propylenglycol, einem Zucker oder Zuckeralkohol, Milchsaure oder BorsSure 
nach etablierten Verfahren stabilisiert werden. Andere Enzymstabilisatoren sind 
im Stand der Technik gut bekannt. GeschQtzte Enzyme kflnnen nach dem in EP 
238, 216 offenbarten Verfahren hergestellt werden. 

Die erfindungsgemaOe Detergenszusammensetzung kann in jeder geeigneten 
Form sein, z. B. als Puder, Granulatkdrner, Paste oder FlQssigkeit. Ein flQssiges 
Detergens kann wSssrig, typischerweise bis zu 70 % Wasser und 0-30 % organi- 
sches LSsungsmittel enthaltend, oder nichtwSssrig sein. 

Die Detergenszusammensetzung umfasst ein oder mehrere Tenside, wobei jedes 
einzelne davon anionisch, nicht-ionisch, kationisch oder zwitterionisch sein kann. 
Das Detergens wird Qblicherweise 0-50 % eines anionischen Tensides enthalten, 
wie lineares Alkylbenzolsulfonat (LAS), Alphaolefmsulfonat (AOS), Alkylsulfat 
(Fettalkoholsulfat) (AS),.AlkohoIethoxysulfat (AEOS oder AES), sekundare Al- 
kansulfonate (SAS), Alpha-Sulfo-FettsMure-Methylester, Alkyl- oder Alkenyl- 
bernsteins&ure, oder Seife. Es kann auch 0-40 % an nichtionischem Tensid ent- 
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saure, BorsSure oder ein Boisaurederivat, wie, z. B., ein aromatischer Borsauree- 
sther, und die Zusammensetzung kann formuliert werden wie beschrieben in, z. B. 
WO 92/19709 und WO 92/19708. 

Das Detergens kann auch andere konventionelle Detergensinhaltsstoffe enthalten, 
wie, z. B., Faserkonditionierer einschlieBlich Lehme, Schaumfbrderer, Seifen- 
schaumunterdrucker (suds suppressors), Anti-Korrosionsmittel, Schmutzlflser, 
Mittel, die die Schmutzablagerung verhindern (anti-soil-redeposition agents), 
Farbstoffe, Bakterizide, optische Aufheller oder Parfums. 

Der pH (gemessen in wSssriger LGsung bei Gebrauchskonzentration) wird Ubli- 
cherweise neutral oder alkalisch sein, z. B. im Bereich von 7-11. 

Besondere Arte der Detergenszusammensetzung, die im Bereich der Erfindung 
sind, schlieBen ein: 


-30 


(2) Eine Detergenszusamraensetzung, als Granulat formuliert, mit einer Schfltt- 
dichte von zumindest 600 g/1 enthaltend 


Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Saure) 

6 - 1 1 % 

Alkoholethoxysulfat (z. B. C| 2 -i8 Alkohol, 1-2 EO) 
oder AJkylsulfat (z. B. Ci^g) 

1-3% 

Alkoholethoxylat (z. B. Cu-15 Alkohol, 7 EO) 

5-9% 

Natriumkarbonat (als Na2C03) 

15-21% 

Idsliche Silikate (als Na 2 0, 2Si0 2 ) 

1-4% 

Zeolit(alsNaAlSi0 4 ) 

24-34% 

Natriumsulfat (als Na 2 S0 4 ) 

4-10% 

Natriumcitrat / Zitronensaure (als 
C 6 H 5 Na 3 07/C6H 8 07) 

0-15% 

Carboxymethylcellulose 

0-2% 

Polymere (z. B. Maleinsaiu-e/Acrylsaure Copolymer, 
PVP, PEG) 

1-6% 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z. B. Seifenschaumunterdrucker 
(suds suppressors), Parfilm) 

0-5% 
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(4) Eine Detergenszusajnrnensetzung, als Granulat formuliert, mit einer Sctriltt- 
dichte von zumindest 600 gA enthaltend 


Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Saure) 

8-12% 

Aikoholethoxylat (z. B. C12-15 Alkohol, 7 EO) 

10-25% 

Natriumkarbonat (als Na^COj) 

14-22% 

Ittsliche Silikate (als Na 2 0, 2Si0 2 ) 

1-5% 

Zeolit(alsNaAlSi0 4 ) 

.25-35% 

Natriumsulfat (als Na2S0 4 ) 

0-10% 

Carboxymethylcellulose 

0-2% 

Polymere (z. B. MaleinsSure/Acrylsaure Copolymer, 
PVP, PEG) 

1 - 3 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z. B. Seifenschaumunterdrucker 
(suds suppressors), Parfum) 

0 - 5 % 


5 
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(6) Eine wassrige, strukturierte, fltissige Detergenszusaramensetzung enthaltend 


Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als SSure) 

15-21% 

Alkoholethoxylat (z. B. C12.15 Alkohol, 7 EO oder 
C,2.| 5 AIkohol,5EO) 

3-9% 

Seife als Fettsaure (z. B. Olsaure) 

3-10% 

Zeolit(alsNaA!Si0 4 ) 

14-22% 

Kaliumcitrat 

9-18% 

Boral (als B4O7) 

0-2% 

Garboxymethylcellulose 

0-2% 

Polymere (z. B. PEG, PVP) 

0-3% 

Ankerpolymere, wie z. B . Laury lmethacry- 
lat/Acrylsaurecopolyraer, molares Verhaltnis 25: 1 ; 
MW 3800 

0-3% 

Glyzerin 

0-5% 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1% 

Nebenbestandteile (z. B. Dispergenzien, Seifen- 
schaumunterdrQcker (suds suppressors), Parfum, op- 
tische Aufheller) 

0-5% 
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(8) Eine Detergenszusammensetzung, als Granulat formuliert, umfassend 


Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Saure) 

8-14% 

Ethoxyliertes Fettsauremonoethanolamid 

S-U% 

Seife als Fetts3ure 

0-3% 

Natriumkarbonat (als NajCOj) 

4-10% 

Ldsliche Silikate (als Na 2 0, 2Si0 2 ) 

1 -4% 

Zeolit(alsNaAlSi0 4 ) 

30-50% 

Natriumsulfat (als Na^SOO 

3-11% 

Natriumcitrat (als C6H 5 Na 3 07) 

5-12 % 

Polymere (z. B. PVP, Maleinsaure/AcrylsSure Co- 
polymer, PEG) 

1-5% 

Enzyme (berechnet als reines Enzymproteiri) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z. B. Seifenschaumunterdrficker 
(suds suppressors), Parfiim) 

0-5% 
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(10) Eine wSssrige, flOssige Detergenszusammensetzung umfassend 


Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als SSure) 

15-23% 

Alkoholethoxysulfat (z. B. C l2 -i5 Alkohol, 2-3 EO 

8-15% 

Alkohblethoxylat (z. B. Ci 2 -i5 Alkohol, 7 EO oder 
Ci2-i5 Alkohol, 5 EO) 

3-9% 

Seife als Fettsaure (z. B. Laurylsaure) 

0-3% 

Aminoethanol 

1-5% 

Natriumcitrat 

5-10% 

Hydrotrop (z. B. Natriumtoluolsulfonat) 

2-6% 

Borat (als B 4 0 7 ) 

0-2% 

Carboxymethylcellulose 

0-1% 

Ethanol 

1-3% 

Propylenglycol 

2-5% 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z. B. Polymere, Dispergentien, 
Parfilm, optische Aufheller) 

0-5% 
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(12) Eine Detergenszusammensetzung, als Granulat formuliert, mit einer Schtitt- 
dichte von zumindest 600 g/1 umfassend 


Anionische Tenside (lineares Alkylbenzolsulfonat, 
Alkylsulfat, Alpha-Olefinsulfonat, AlphasulfofettsaiK 
remethylesther, Alkansulfonate, Seife) 

25-40% 

Nichtionische Tenside (z. B. Alkoholethoxylat) 

1 - 10 % 

Natriumkarbonat (als Na 2 CC>3) 

8-25% 

lSsliche Silikate (alsNa 2 O f 2Si0 2 ) 

5-15% 

Natriumsulfat (als Na 2 SC>4) 

0-5% 

Zeolit (alsNaAlSi0 4 ) 

15-28% 

Natriumperborat (alsNaB(>3.4H 2 0) 

0-20% 

Bleichaktivator (TAED oderNOBS) 

0-5% 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001 -0,1 % 

Nebenbestandteile (z. B. Parfiim, optische Aufheller) 

0-3% 


(13) Detergensformulierungen wie bcschrieben in 1)- 12), wobei das gesamte 
oder ein T-eil des linearen Alkylbenzolsulfonats durch (CjrCig) Alkylsulfat er- 
setzt ist. 


ft.* * ft 
ft ft ft ft 
ft ft ft 
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(15) Eine Detergenszusammensetzung, als Granulat formuliert, mit einer SchUtt- 
dichte von zumindest 600 g/1 umfassend 

(Ciz-Cis) Alkylsulfat 

4-8% 

Alkoholethoxylat 

11-15% 

Seife 

1-4% 

Zeolit MAP oder Zeolit A 

35-45% 

Natriumcarbonat (als ^CC^) 

2-8% 

Lflsliches Silikat (als Na 2 0, 2S102) 

0-4% 

Natriumpercarbonat 

13-22% 

TAED 

1 - 8 % 

Carboxymethylceliulose 

0-3% 

Polymere (z. B. Polycarboxylate und PVP) 

0-3% 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z. B. optische Aufheller, Phos- 
phonat, Parfum) 

0-3% 


5 (16) Detergensformulierungen wie beschrieben in 1) - 15), die eine stabilisierte 
oder eingekapselte PersSure enlhalten, entweder als zusStzliche Komponente oder 
als Ersatz fiir bereits spezifizierte Bleichsysteme. 


(17) Detergenszusammensetzung wie beschrieben in I), 3), 7), 9) und 12), wobei 
10 Perborat durch Percarbonat ersetzt ist 

(18) Detergenszusammensetzung wie beschrieben in 1), 3), 7), 9), 12), 14) und 
15), die zusStzlich einen Mangankatalysator enthalten. Der Mangankatalysator 
kann, z* B., eine der Verbindungen sein, die beschrieben sind in "Efficient man- 

15 ganese catalysts for low-temperatur bleaching", Nature 369, 1994, pp. 637-639. 

(19) Detergenszusammensetzung, als nicht-wHssrige Detergensflussigkeit formu- 
liert, umfassend ein fltissiges, nicht-ionisches Tensid, wie, z, B!, linearen alkoxy- 
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Beispiele von geeigneten organischen Buildern schlieBen Alkalimetall, Ammoni- 
um und substituiertes Ammonium, Citrate, Succinate, Malonate, Fettsauresulfo- 
nate, Carboxymetoxysuccinate, Ammoniumpolyacetate, Carboxylate, Polycar- 
boxylate, Aminopolycarboxylate, Polyacetylcarboxylate und Polyhydroxysulpho- 
5 nate mit ein. 

Andere geeignete. organische Builder schlieBen die Polymere und Copolymere mit 
hohem Molekulargewicht mit ein, deren Bildereigenschaften bekannt sind, z. B. 
geeignete Polyacryls&ure, Polymaleinsaure und PolyacrylsSu- 
j o re/PoIymaleinsaurecopolymere und ihre Salze. 

Die Gescbirrspiildetergenszusammensetzung kann Bleichmittel des 
Chlor/Bromtyps oder des Sauerstofftyps enthalten. Beispiele von anorglanischen 
Bleichmitteln des Chlor/Bromtyps sind Lithium-, Natrium- oder Calciumhypo- 

15 chlorit und Hypobromit sowie chloriniertes Trinatriumphosphat. Beispiele fiir 
organische Bleichmittel des Chlor/Bromtyps sind heterozyklische N-brom und N- 
chlorimide, wie Trichloroisocyanursaure, TribromisocyanursSure, Dibromisocya- 
nursaure und Dichlorisocyanursaure, und deren Salze mit, die Wasserldslichkeit 
sicherstellenden, Kationen wie Kalium und Natrium. Hydantoinverbindungen sind 

20 auch geeignet. 

Die Sauerstoflbleichen sind bevorzugt, z. B. in Form eines anorganischen Persal- 
zes, bevorzugt mit einem BleichmittelvorlSufer oder als PeroxysSureverbindung. 
Typische Beispiele fur geeignete Verbindungen als Peroxybleichen sind Alkali- 
25 metallperborate, sowohl Tetrahydrate als auch Monohydrate, Alkalimetallperkar- 
bonate, Persilikate und Perphosphate. Bevorzugte Aktivatormittel sind TAED und 
Glycerintriacetate. 

Die erfindungsgemSBe Geschirrsptildetergenszusammensetzung kann unter Ver- 
30 wendung von konventionellen Stabilisatoren fClr das Enzym / die Enzyme, z. B. 
etn Polyol, wie z. B. Propylenglycol, ein Zucker oder ein Zuckeralkohol, Milch- 
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„Tenside Surfactants Detergents", 30 (1993), 6, pp 394-399; JAOCS, Vol. 61 
(1984), 2, pp 367 - 376; EP 517 762; EP 123 400; WO 92/19714; WO 93/19147; 
US 5,082,578; EP 494 769; EP 544 493; EP 543 562; US 5,235,082; EP 568 297; 
EP 570 237. ' 

Die Erfindung ist in den begleitenden Zeichnungen weiter beschrieben, wobei 

Fig. 1 eine Restriktionskarte von pYESHL ist, 

Fig. 2 eine Restriktionskarte des Plasmids pAO 1 ist, 

Fig 3. eine Restriktionskarte des Plasmids pAHL ist, und 

Figuren 4 und 5 die Konstruktion von Genen, die ffir erfmdungsgemafie Varianten 

kodieren. 

Die Erfindung ist weiter in den folgenden Beispielen beschrieben, die in keiner 
Weise dazu gedacht sind, den beanspruchten Bereich der Erfindung zu limitieren. 

MATERIAL UND METHODEN 

Humicola lanuginosa DSM 4109 erhaltlich von der Deutschen Sammiung von 
Mikroorganisinen und Zellkulturen GmbH, Mascheroderweg lb, D-3300 Braun- 
schweig, Bundesrepublik Deutschland. 

pYESHL ist ein Hefe/E. coii Shuttlevektor, der eine geringe Menge der K lanu- 
ginosa Lipase in Hefe exprimiert und sekretiert. Genauer gesagt ist pYESHL ein 
Derivat von PYES2 (bezogen von Invitrogen Corp., UK), wobei der GAL1- 
Promotor ausgeschnitten wurde und das Humicola lanuginosa Lipasegen und TPI 
(Triosephosphatisomerase)-Promotor aus 5. cerevisiae (Alber, T und Kawasaki, 
G., LMoLAppl Genet I, 41 9-434 (1 982)) zwischen die SphI und Xbal Steilen 
kloniert wurden. Eine Restriktionskarte von pYESHL ist in Fig. 1 gezeigt. 
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benen entspricht, auBer dass die in 5) defmierte Losung weiterhin 0,02% Doba- 
nol™25-7 umfasst. 

Kontruktion von Zufalbmutagenese Libraries 

5 a) urtier Verwendung ernes gesamten, fiir eine Lipase kodierenden, Gens 

Das Plasmid pYESHL wird mit 12 M AmeisensSure 20 Minuten lang bei Raum- 
temperatur behandelt. Das resultierende, fur die Lipase kodierende, Gen wird vom 
Ameisensaure-behandelten Plasmid unter Verwendung von PCR unter mutagenen 
Bedingungen amplifiziert (0,5 mM MnCl 2 und 1/5 der normalen Menge an ATP, 

10 siehe z. B. Leung et al., 1989). 

Von dieser Behandlung erwartet man, dass sie ein breites Spektrum an Mutatio- 
nen ergibt, weil AmeisensSure hauptsSchlich Transversionen ergibt und PCR- 
generierte Mutationen haupts&chlich Transitionen. 

15 

Die resultierenden PCR-Fragmente werden entweder durch doppelte Rekombina- 
tion (Muhlrad et aL, 1992) in vivo in den Shuttlevektor kloniert oder durch Ver- 
dauung und Ligation in den Shuttlevektor und Transformation von E. colL 

20 Acht zufallig gepickte Klone wurden sequenziert, und man fand, dass sie 2-3 

Mutationen im Durchschnitt enthielten - sowohl Transversionen als auch Transi- 
tionen. 

Unter Verwendung dieses Verfahrens wurden sieben Librarys gemacht, die von 
25 1 0.000 bis 1 40.000 Klone enthielten. 

b) Durchfuhrung von lokalisierter Zufallsmutagenese 

Ein mutagener Primer (Oligonukleotid) wird synthetisiert, der den Teil der DNA- 
Sequenz, die mutagenisiert werden soil, entspricht, mit Ausnahme des Nukleotids 
30 / der Nukleotide, die dem AminosSurecodon / den Aminosaurecodons entspreche- 
nen, das/die mutagenisiert werden soll(en). 
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FUr jede dieser Regionen wurde ein Oligonukleotid synthetisiert, das 93 % der 
Wildtyp-Nukleotide umfasste und 2,33 % von jedem der drei anderen Nukleotide, 
an den Aminosaurecodons, die man mutagenisieren wollte. Wo dies ohne Andern 
der AminosMure mSglich war, wuTde das dritte Nukleotid in Codons (die 
5 ,, Wobble"-Base) mit 50 % G/50 %C synthetisiert, urn eine grSBere Wahrschein- 
lichkeit ftir Veranderungen in Aminos&uren mit einem oder zwei Codons zu er- 
halten. Die Zusarnmensetzung der mutagenen Oligonukleotide der Region 91-97 
ist in Tabelle 1 gezeigt. 

10 Unter Verwendung dieses Oligonukleotids wird eine berechnete Mutationsfre- 
quenz von ungefahr 65-70 % in der Library erhalten, dafiir dass ein Aminosau- 
renaustausch in die Ausgangslipase eingefiihrt wurde. Die Mutationsfrequenz da- 
fUr, dass zwei oder mehr AminosMurenaustausche eingefiihrt wurden, ist geringer 
als 35 %. Diese geringere Mutationsfrequenz wird gewahlt, urn sicberzustellen, 

15 dass die in positiven Klonen beobachteten Aminosaurenaustausche an der Verbes- 
serung des Enzyms beteiligt sind und nicht nur „neutrale u Austausche aufgrund 
einer hohen Mutationsfrequenz sind. 

Der mutagene Primer wurde in einer PCR-Reaktion zusanunen mit einem geeig- 
20 neten Gegenprimer verwendet. Die resultierenden PCR-Fragmente wurden aufge- 
reinigt und im Fall der Region 206-21 1 verdaut und in den Shutlevektor kloniert 
Im Fall der Region 91-97 wurde das resultierende PCR-Fragment in einer zweiten 
PCR-Reaktion als Primer verwendet, zusanunen mit einem zweiten geeigneten 
Gegenprimer. Dieser Schritt war nfitig, urn in der Lage zu sein, die mutagenisierte 
25 Region zu verdauen und in den Shuttlevektor zu klonieren. 

Libraries der Region 91-97 und der Region 206-21 1 wurden hergestellt, die von 
10.000 bis 80.000 Klone pro Library enthalten. Die meisten Kolonien waren posi- 
tiv (mehr als 90 %), wenn sie unter Bedingungen getestet wurden, bei denen die 
30 Ausgangslipase positiv ist, d. h. Lipaseaktivitat aufweist. Die positive Reaktion 
wurde in einem Filterassay mit 2,5 mM Ca (anstatt 5 mM EGTA) festgestellt 
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Tabelle 1: 


Sequenz: 


5' 

5 

C 

G 

T 

5 

C 

3' 

T 

7 

A 


A 

8 

G 

Flasche 5: 93 % A; 2,33 % C; 2,33 % G und 2,33 % T 

T 

8 

T 


T 

A/C 

T 


T 

5 

C 


C 

7 

T 


T 

5 

C 

Flasche 6: 93 % C; 2,33 % A; 2,33 % G und 2,33 % T 

T 

8 

T 


T 

8 

A 


6 

C/G 

T 


5 

6 

G 

Flasche 7: 93 % G; 2,33 % A; 233 % C und 2,33 %T 

5 

6 

G 


7 

. G 

A 


8 

AA 

A 


6 

T 

C 

Flasche 8: 93 % T; 2,33 % A; 2,33 % C und 2,33 % G 

7 





Tabelle 1: Erklarung der Konstruktion von Oligomikleotiden, wie sie zur lokali- 
sierten ZufallSmutagenese von AminosSuren 91-97 der H. lanuginosa Lipase ver- 
wendet wurden. Die in der Sequenz gezeigten Zahlen beziehen sich auf die Fla- 
schen, deren Zusammensetzung rechts von der Sequenz erscheint 
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Tabelle 3 


Stamm Varian- 

DNA-Squenz 

num- tentyp 

(Nummer der Aminosaure ist Uber der Sequenz) 

mer 

wt 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 

GGC TCT CGT TCC ATA GAG AAC TGG ATC GGG AAT 


59 I C 

60 II A C 

61 II A C 

62 III A C 

63 IV A C 

. 64 II A C 

65 III AC 

67 V c 
52/68 wt 

53 wt 

69 V C 

71 III A C 

72 II A C 

73 VI 
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D167G+E210V 

5mM EGTA; 0.0-1 % Dobanol™25-7: 0.006 % LAS 
E87K+G91A+L93I+N94K+D96A 

5 

5mM EGTA: 0,02 % Pobanol™25-? 
N73D+S85T+E87K+G91A+N94K+D96A 
S83T+E87K+W89G+G9 1 A+N94K+D96 V 
E87K+G91A+D96R+H00V 
10 S83T+E87K+Q249R 
E87K+G91A 
BEISPIEL 3 

Expression der Humicola lanuginosa Lipase in Aspergillus oryzae 
15 Die Klonierung der Humicola lanuginosa Lipase ist in EP 305 216 beschrieben. 
Dort ist auch die Expression und Charakterisierung der Lipase in Aspergillus ory- 
zae beschrieben. Das verwendete Expressionsplasmid wird p960 genannt. 

Das in dieser Anmeldung verwendete Expressionsplasmid ist identisch mit p960, 
20 mit Ausnahme von untergeordneten Modifikationen knapp 3* von der fur die Li- 
pase kodierenden Region. Die Modifikationen wurden auf die folgende Art ge- 
macht: p960 wurde mit den Restriktionsenzymen Nrul und BamHI verdaut. Zwi- 
schen diese beiden Stellen wurde das BamHI/Nhel Fragment aus dem Plasmid 
pBR322, bei dem das Nhel Fragment mit Klenowpolymerase aufgefUllt worden 
25 war, kloniert und somit das Plasmid pAOl erzeugt (Figur 2), das einmalige Bam- 
HI und Nhel Stellen enthait. Zwischen diesen einmaligen Stellen wurden die 
BamHl/Xbal Fragmente aus p960 kloniert und darnit ein pAHL erzeugt (Figur 3). 

Ortsspezifische in vitro Mutagenese des Lipasegens 
30 Der Weg, der fur das Einfiihren von Mutationen in das Lipasegen verwendet wur- 
de, ist in Nelson & Long, Analytical Biochemistry, 180, 147-151 (1989) beschrie- 
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ATCGGC-3 1 

PCR Heifer 2 (= C): 5* -CCATGGCTTTCACGGTGTCT-3' 
PCR Handle (= D): 5* -GGTC ATCCAGTC ACTGAGAC-3 ' 

Heifer 1 und Heifer 2 sind komplementar mit Sequenzen auBerhalb der kodieren- 
den Region und kdnnen darum in Kombination mit jedem beliebigen Mutagene- 
seprimer fur die Konstruktion der Sequenz einer Variante verwendet werden. 

Alle 3 Schritte werden durchgefuhrt ira folgenden Puffer, enthaltend: 10 mM Tris- 
HC1, pH 8,3; 50 mM KC1; 1,5 mM MgCl 2 ; 0,001 % Gelatine; 0,2 raM dATP; 0,2 
mM dCTP; 0,2 mM dGTP; 0,2 mM TTP; 2,5 Einheiten Tag Polymerase. 
In Schritt 1 werden 100 pmol Primer A, 100 pmol Primer B und 1 finol lineari- 
siertes Plasmid einem Reaktionsgemisch mit einem Reaktionsgemisch mit einem 
Gesamtvolumen von 100 ^1 gegeben und 15 Zyklen bestehend aus. 2 Minuten bei 
95°C, 2 Minuten bei 37°C und 3 Minuten bei 72°C werden durchgefuhrt 

Die Konzentration des PCR-Prpdukts wird auf einem Agarosegei geschatzt Dann 
wird Schritt 2 durchgefilhrt. 0,6 pmol des Produkts aus Schritt 1 und 1 fmol linea- 
risiertes Plasmid sind in einem Gesamtvolumen von 100 ul des vorher genannten 
Puffers eingeschlossen und 1 Zyklus bestehend aus 5 Minuten bei 95°C, 2 Minu- 
ten bei 37°C und 10 Minuten bei 72°C werden durchgefuhrt. 

Zur Reaktionsmischung aus Schritt 2 wird 100 pmol Primer C und 100 pmol Pri- 
mer D gegeben (je 1 ul) und 20 Zyklen bestehend aus 2 Minuten bei 95°C, 2 Mi- 
nuten bei 37"C und 3 Minuten bei 72°C werden durchgefilhrt. Diese Arbeitsweise 
stellte Schritt 3 im Mutageneseverfahren dar. 

Isolation des mutierten Isolationsfragments 

Das Produkt aus Schritt 3 wird aus einem Agarosegei isoliert und 20 \i\ H 2 0 wie- 
der gelo'st. Dann wird es mit den Restriktionsenzymen BamHI und BstXI in einem 
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TCCAGTTCTCTATGGAACGAGTGCCACGGAAAGA-3' 
pAHLE87K/D96V 5' -TATTTCTTTCAAAACGAAGTTAAGATTCCCGATCC- 

AGTtCTTTATGG AACGAGA-3 1 
pAHLE87K/G91 A/D96A 5* -TATTTCTTTCAAAGCGAAGTTAAGATTAGCGATC- 

CAGTTCTTTATGGAACGAG A-3 * 
pAHLN94K/F95L/D96H 5' -TATTTCTTTC AAGTGCAACTTAAGATTCCCG AT-3 ' 
pAHLF95C/D96N 5' -TATTTCTTTCAAGTT AC AGTTAAGATTCCC-3 ' 

P AHLG91S/L93V/F95C 5' -TATTTCTTTCAAGTCACAGTTAACATTAGAGATCC- 

AGTTCTC-3' 

pAH- 5' -TAT 1 1 C J ' 1 " 1 C AAAGCG AACTTAAT ATTAGCG ATC- 

LE87K/G91A/L93I/N94 CAGTTCTTTATGG AACGAGA-3* 

K/D96A 

pAHLD 1 67G 5' -ATATGAAAACACACCGATATCATACCC-3 1 

pAHLA121V 5' -CCTTAACGTATC AACTACAG ACCTCC A-3 1 

pAHLR205K/E2lOQ 5* -GCTGTAACCGAATTGGCGCGGCGGGAGCTTAGGG- 

ACAATATC-3' 

pAHLN73D/S85T/E87K/ 5' -TATTTCTTTCAAAGCGAACTTAAGATTAGCGATC- 
G9 1 A/N94K/D96A CAGTTCTTTATAGTACGAGAGCCACGGAA 

AGAGAGGACGATCAATTTGTCCGTGTTGTCGAG-3 1 
pAHLS83T/E87K/W89G 5' -TATTTCTTTCAAAACGAACTTAAGATTAGCGATA- 
/G91A/N94K/D96V CCGTTCTTTATGGAACGAGTGCCACGGAAAGA-3' 
pAH- 5' -GCAAATGTCATTAACTTCTTTCAATCTGAAGTTAA- 

LE87K/G91A/D96R/I10 GATTAGCGATCC AGTTCTTTATGGAACGAGA-3 * 
0V 

pAHLS83T/E87K 5* -CCCGATCCAGTTCTTTATGGAACGAGTGCCACGG- 

AAAGA-3' 

pAHLE87K/G9 1 A 5' -GAAGTTAAGATTAGCGATCCAGTTCTTTATGG AA- 

CGAGA-3' 

PAHLS83T/E87K 5' -CCCGATCCAGTTCTTTATGGAACGAGTGCCACGG- 

AAAGA-3' 

pAHLQ249R 5' -CGGAATGTTAGGTCTGTTATTGCCGCC-3' 
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Die Suspension wird durch ein Miratuch (miracloth) filtriert, das Filtrat in einen 
sterilen Behalter (iberfllhrt und mit 5 ml 0,6 M Sorbitol, 100 mM Tris-HCl, pH = 
7,0 uberschichtet. Zentrifiigation wird bei 1000 g 15 Minuten lang durchgefllhrt 
5 und die Protoplasten von der Oberflache des MgS04 Kissens gesammelt. 2 Volu- 
men STC (U M Sorbitol, 10 mM Tris-HCl, pH = 7,5, 10 mM CaCl 2 ) werden zur 
Protoplastensuspension zugegeben und die Mischung bei 1000 g 5 Minuten lang 
zentrifugiert. Das Protoplastensediment wird in 3 ml STC resuspendiert und wie- 
dersedimentiert. Das wird wiederholt SchlieBlich werden die Protoplasten in 0,2 
.10 - 1 ml STC resuspendiert. 

100 \xl der Protdplastensuspension werden mit 5 - 25 jig p3SR2 gemischt (ein 
Plasmid, das ein A. nidulans amdS Gen pragt; beschrieben in Hynes et al., Mol. 
and Cel. Biol, Vol. 3, No. 8, 1430 - 1439, Aug. 1983) in 10 \il STC. Die Mi- 

15 schung wird 25 Minuten lang auf Raumtemperatur gehalten. 0,2 ml 60 % PEG 
4000 (BDH 29576), 10 mM CaCl 2 und 10 mM Tris-HCl, pH = 7,5 wird zugege- 
ben und vorsichtig gemischt (zweimal) und schliefllich werden 0,85 ml derselben 
Ldsung zugegeben und vorsichtig gemischt. Die Mischung wird 25 Minuten lang 
auf Raumtemperatur gehalten, bei 2500 g 15 Minuten lang zentrifiigiert und das 

20 Pellet in 2 ml 1 ,2 M Sorbitol resuspendiert. Nach einer weiteren Sedimentation 
werden die Protoplasten auf Minimalplatten (Cove, Biochem. Biophys. Acta 1 13 
(1966) 51-56) enthaltend 1,0 M Saccharose, pH = 7,0, 10 mM Acetamid als Stick- 
stofFquelle und 20 mM CsCI, urn Hintergrundwachstum zu verhindern, verteilt. 
Nach einer Inkubation von 4-7 Tagen bei 37°C werden Sporen gepickt, in steri- 

25 lem Wasser suspendiert und verteilt, um einzelne Kolonien zu erhalten- Dieses 
Verfahren wird wiederholt und Sporen einer einzelnen Kolonie, nach der zweiten 
Reisolation, werden als defmierte Transformanden gelagert. 

30 Expression von Analoga der Lipase in A. oryzae 


NZAS -001 8448 


-64- 


Puffer pH 7 equilibriert worden war. Wasche die Saule mit demselben Puffer, bis 
die Absorption bei 280 nm geringer als 0,05 OD is*. Eluiere-die gebundene En- 
zymaktivitat mit einem linearen Salzgradienten im selben Puffer (0 bis 0,5 M 
NaCl) unter Verwendung von funf Saulenvolumen. Vereinige die Fraktionen, die 
5 Enzymaktivitat enthalten. 

Schritt 3: -Hydrophobe Chromatografie. Stelle die Molaritat der vereinigten Frak- 
tionen, die Enzymaktivitat enthalten, auf 0,8 M ein, durch Zugabe von festem 
Ammoniumacetat. Appliziere das Enzym auf eine TSK Gel Butyl-Toyopearl 650 
l o C Saule (erhaltlich von Tosoh Corporation Japan), die mit 0,8 M Ammoniumace- 
tat vorequilibriert worden war. Wasche das ungebundene Material mit 0,8 M 
Ammoniumacetat und eluiere das gebundene Material mit destilliertem Wasser. 

Schritt 4: - Der Pool enthaltend die Lipaseaktivitat wird mit Wasser verdGnnt, urn 
15 die Leitfahigkeit auf 2 mS und den pH auf 7 einzustellen. Appliziere die verei- 
nigten Fraktionen auf eine „High performance Q Spharose" (Pharmacia) Saule, 
die mit 50 mM Tris-Acetatpuffer pH 7 praequilibriert worden war. Eluiere das 
gebundene Enzym mit einem linearen Salzgradienten. 

20 

BEISPIEL 8 

Die Waschleistung von erfindungsgemaBen Lipasevarianten 

Die Waschleistung von erfmdungsgemaBen Humicola lanuginosa Lipasevarianten 
25 wurde bewertet auf Grundlage der Enzymdosierung in mg Protein pro Liter, ge- 
maB dem OD 280 , im Vergleich mit der Wildtyp H. lanuginosa Lipase. 

Waschversuche wurden in 150 ml Becherglasem durchgefuhrt, die in ein thermo- 
statreguiiertes Wasserbad platziert wurden. Die Becherglaser wurden mit dreiek- 
30 kigen magnetischen RUhrfischen gerOhrt. 
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Ergebnisse: 

Dosis-Wirkungskurven fur die Lipasevarianten und die native H. lanuginosa Lipa- 
se wurden verglichen. Die Dosis-Wirkungskurven wurden berechnet, indem die 
gemessenen Daten an die folgende Gleichung angepasst wurden: 

c 0,5 

AR = ARmax — (I) 

K + C 0 ' 5 

wobei AR der Effekt ausgedrtlckt in Einheiten des Reflektionsgrads ist, 

C ist die Enzymkonzentration (mg/1) 

ARfnax ist eine Konstante, die den Maximaleffekt ausdrttckt 

K ist eine Konstante; K 2 driickt die Enzymkonzentration aus, bei der H&fte des 

Maximaleffekts erhalten wird. 

Basierend auf den charakteristischen Konstanten ARmax und K, die fur jede Lipa- 
sevariante sowie fur die Wildtyplipase bestimmt wurden, wurden Verbesserungs- 
faktoren berechnet. Der Verbesserungsfaktor, definiert als 

fverbcsserung ~ Cwt/C (II) 

driickt die Menge an Protein der Lipasevariante aus, die man braucht, um densel- 
ben Effekt zu erhalten, wie mit 0,25 mg/1 des Referenzwildtypproteins (Cwt). 

Damit war das Verfahren zur Berechnung des Verbesserungsfaktors wie folgt: 

1) Der Effekt des Wildtypproteins bei 0,25 mg/1 (AR<wiidtyp)) wurde unter Ver- 
wendung von Gleichnung (I) berechnet; 

2) Die Konzentration der Lipasevariante, die denselben Effekt ergab wie der 
Wildtyp bei 0,25 mg/I wurde berechnet unter Verwendung der folgenden 
Gleichung: 
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Tabelle 1 


Variante 

Verbesserungsfaktor 

E87K + D96V 

1,2 

S83T + N94K + D96N 

2,3 

N94K + D96A 

2,7 

E87K + G91A+D96A 

2,6 

N94K + F95L + D96H 

3,3 

D167G + E210V 

5,0 

E87K + G91 A + L93I + N94K + D96A 

1,3 

E87K + G91 A + D96R + I100V 

5,2 

E87K + G91A 

5,0 

N73D + E87K + G91A + N94I + D96G 

1.3 

S83T + E87K + G9 1 A + N92H + N94K + D96M 

3,8 

K46R + E56R + G61S 

1,9 

D102K 

0,2 

D167G 

1 

N73D + E87K + G91A + N94I + D96G 

1,3 

E210R 

2,7 

E210K - 

5,5 

E210W 

1 

N25 1 W + D254W + T267W 

0,8 

S83T + E87K +.G91A + N92H + N94K + D96M 

3,8 

E56R + I90F + D96L + E99K 

4,8 

D57G + N94K + D96L + L97M 

1,9 
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ATC AGC ACC TCC CTT GTG CTG TTC TTT CTC TCT CCC TGG ACG CCC TTG 48 
Het Arg Ser Ser. Leu Val Leu Phe Phe Val Ser Ala Trp Thr Ala Leu 
-20 -15 -10 

5 CCC AGT CCT ATT CCT CGA CAC CTC TCG CAC CAT CTG TTT AAC CAG TTC 96 
Ala Ser Pro He Arg Arg Glu Val ser Gin Asp Leu Phe Asn Gin Phe 
-5 1 5 10 

AAT CTC TTT GCA CAC TAT TCT CCA CCC GCA TAC TCC CGA AAA AAC AAT 144 
10 Asn Leu Phe Ala Gin Tyr Ser Ala Ala Ala Tyr Cya Gly Lys Asn Aan 

15 ' 20 25 . 

GAT CCC CCA GCT GGT ACA AAC ATT ACG TGC ACG CGA AAT CCC TGC CCC 19 2 
Aso Ala Pro Ala Gly Thr Asn He Thr Cys Thr Gly Asn Ala Cys Pro 
15 30 .35 40 

CAC CTA GAG AAG GCC CAT CCA ACC TTT CTC TAC TCG TTT GAA GAC TCT 240 
Glu Val Glu Lye Ala Asp Ala Thr Phe Leu Tyr Ser Phe Glu Asp Ser 
AS 50 55 

20 

CCA CTG CGC CAT GTC ACC GGC TTC CTT GCT CTC CAC AAC ACG AAC AAA -2 33 
Civ Val Civ Asp Val Thr Cly Phe Leu Ala Le-j A3p Asn Thr Aan Lya 
eo 65 ?o 

25 TTG ATC GTC CTC TCT TTC CCT GGC TCT CGT TCC ATA CAG AAC TGC ATC 3 35 
Leu He Val Leu Ser Phe Arg Gly Ser Arg Ser lie Clu A9n Trp He 
75 80 95 90 

CCC AAT CTT AAC TTC CAC TTG AAA GAA ATA AAT CAC ATT TGC TCC CCC 384 
tq civ Asn Leu Asn Phe Asu Leu Lye Glu He Asn Asp He Cys Ser Gly 
95 * 1C0 105 

TGC ACC CCA CAT CAC CCC TTC ACT TCC TCC TGG AGO TCT CTA GCC CAT 4 32 
cvs Arc Cly Kis Aso civ Phe Thr Ser Ser Tr? Arg Ser Val Ala As? 
35 - 110 * " 115 120 

ACC TTA ACC CAG AAC CTC GAC GAT GCT GTC ACG CAG CAT CCC GAC TAT 430 
Th- Leu Arc Gin Lya Val Clu Aso Ala Val Arg Ciu Kis Pro Aso Tyr 
125 130 135 

40 CCC CTG CTG TTT ACC GCA CAT ACC TTG GCT CCT CCA TTC GCA ACT GTT 528 
Arg Val Val Phe The Cly His Ser Leu Gly cly Ala Leu Ala Thr Val 
140 145 150 

CCC GCA GCA GAC CTG CGT CGA AAT GCG TAT GAT ATC CAC GTC TTT TCA 576 
45 Ala Gly Ala Asp Leu Arg Gly Aan Cly Tyr Asp He Asp Val Phe Ser 
155 160 165 170 

TAT GCC CCC CCC CGA CTC GCA AAC ACG GCT TTT CCA GAA TTC CTG ACC 624 
Tyr Cly Ala Pro Arg Val Gly Asn Arg Ala Phe Ala Glu Phe Leu Thr 
50 175 185 . 

CTA CAC ACC CGC GCA ACA CTC TAC CGC ATT ACC CAC ACC AAT CAT ATT 672 
Val Gin Thr Gly Gly Thr Leu Tyr Arg He Thr His Thr Asn Asp He 
190 19 S 200 

55 

CTC CCT ACA CTC CCC CCG CGC GAA TTC GGT TAC AGC CAT TCT AGC CCA 7 20 
Val Pro Arg Leu Pro Pro Arg Glu Phe Gly Tyr Ser Hie Ser Ser Pro 
205 210 215 

60 CAG TAC TGG ATC AAA TCT CGA ACC CTT CTC CCC CTC ACC CGA AAC CAT 768 
Glu Tyr Trp He Lya Ser Gly Thr Leu Val Pro Val Thr Acg Aan Asp 
220 225 230 

ATC CTG AAC ATA GAA GGC ATC GAT CCC ACC CCC GCC AAT AAC CAC CCT 816 
65 He Val Lys He Glu Gly He Asp Ala Thr Gly Gly Asn Asn Gin Pro 
235 240 245 ■ 250 

AAC ATT CCC CAT ATC CCT CCC CAC CTA TCG TAC TTC GCC TTA ATT CGC 864 
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He Val Ly* He Clu Cly lie Aap Ala. Thr Gly Cly Aon Asn Gin Pro 
235 240 245 250 

Aan He Pro Asp He Pro Ala Hie Leu Trp Tyr Phe Cly Leu He Cly 
2S5 260 265 

Thr Cya Leu 
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Expression der mutierten DNA-Sequenz erlauben, und Kultivierung der in 
Schritt b) erhaltenen Wirtszelle unter filr die Expression der mutierten DNA- 
Sequenz geeigneten Bedingungen. 

5 6. Verfahren nach Anspruch I , wobei die filr die Expression der mutierten DNA- 
Sequenz verwendete Wirtszelle eine mikrobielle Zelle ist. 

Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Wirtszelle eine Zelle eines Pilz- oder 
Bakterienstammes ist. 

Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Wirtszelle eine Zelle des Genus Asper- 
gillus, wie A. niger, A. oryzae und A, nidulans, oder eine Zelle des Genus Sac- 
charomyces, z.B. 5. cereviciae, ist. 



15 9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Wirtszelle eine Zelle eines Gram- 

positiven Bakterienstarams ist, z.B. des Genus Bacilllus, wie Bacillus subtilis, 
Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermo- 
ph\lus t Bacillus alkalophilus t Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus coagulans f 
Bacillus circularts, Bacillus lautus, Bacillus thuringiensis oder Streptomyces 

20 lividans oder Streptomyces murmus, oder eine Zelle eines Gram-negativen 
Bakterienstammes, wie E. coli t ist, 

10, Verfahren nach Anspruch 2, wobei das mutieite lipolytische Enzym eine ver~ 
besserte Toleranz gegeniiber einem nicht-ionischen, anionischen, kationi- 

25 schen, zwitterionischen oder amphotherischen Tensid hat. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das nicht-ionische Tensid ein Alkohole- 
thoxylat und/oder das anionische Tensid LAS oder ein Alkylsulfat ist. 
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2ft Verfahren nach Anspruch 19, wobei das Hpolytische Ausgangsenzym eine 
Lipase ist und die DNA-Sequenz, die fttr die Ausgangslipase kodiert, erhalt- 
lich ist von einem Stamra von K lanuginosa, z.B. den K lanuginosa Stamm 
DSM 4109, einem Stamm von Rk mucor ,.oder einem Stamm von C antarcti- 
5 ca. 

21 . Verfahren nach Anspruch 20, wobei die der Zufallsmutagenese unterzogene 
DNA-Sequenz kodiert fiir zumindest eine der Regionen defmiert durch die 
Aminosaurereste 21-27, 56-64, 81-99, 108-1 16, 145-147, 174, 202-213, 226- 

10 227, 246-259, oder 263-269 der K lanuginosa Lipase erhaitlich von DSM 
4109. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei die lokalisierte Zufallsmutagenese in zu- 
mindest zwej der genannten Regionen durchgefllhrt wird. 

15 

23. Verfahren nach Anspruch 17, wobei das Hpolytische Ausgangsenzym von 
einem Bakterium erhaitlich ist. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die DNA-Sequenz, die das Hpolytische 
Ausgangsenzym kodiert, erhaltlich ist von einem Stamm von Pseudomonas 
spp. t wie P. cepacia, P. alcaligenes, P. pseudolacaligens odstP.fragi oder 
von einem Stamm von Bacillus, 

25. Variante der//. lanuginosa Lipase, erhaltlich von DSM 4109, die zumindest 
25 eine der folgenden Mutationen umfasst: S83T, G91 A, I100V, D167G, und die 

wahlweise weiterhin umfasst die Addition von einer oder mehreren Ami- 
nosaureresten an entweder das N- oder C-terminale Ende der Lipase, oder an 
beide, die Substitution von einer oder mehreren Aminosaureresten an einer 
oder mehreren verschiedenen Stellen in der AminosSuresequenz, Deletion von 
30 einer oder mehreren Aminosaureresten an einem oder an beiden Enden der Li- 
pase oder an einer oder mehreren Stellen in der AminosSuresequenz oder In- 
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und die wahlweise zusatzlich die Addition von einem oder mehreren Ami- 
nosaureresten an entweder das N- oder das C-terminale Ende der Lipase, oder 
an beide, umfasst, Substitution von einer oder mehreren AminosMureresten an 
einer oder mehreren verschiedenen Stellen in der AminosSuresequenz, Deleti- 
5 on von einer oder mehreren Aminos3ureresten an einem oder beiden Enden 
der Lipase oder an einer oder mehreren Stellen in der Aminos&uresequenz 
oder Insertion von einem oder mehreren Arainosaureresten an einer oder meh- 
reren Stellen in der Aminosauresequenz, vorausgesetzt, dass die Variante Li- 
paseaktivitat behait. 

10 

27. DNA-Konstrukt kodierend fUr eine H. lanuginosa Lipasevariante nach An- 
spruch 25 oder 26. 

28. Vektor beinhaltend ein DNA-Konstrukt nach Anspruch 27. 

15 

29. Vektor nach Anspruch 28, der ein Plasmid oder ein Bakteriophage ist. 

Vektor nach Anspruch 28 oder 29, der ein Expressionsvektor ist, der weiterhin 
DNA-Sequenzen, die die Expression der Variante des lipolytischen Aus- 
gangsenzyms gestatten, umfasst. 

Wirtszelle beinhaltend ein DNA-Konstrukt nach Anspruch 27 oder ein Vektor 
nach irgendeinem der Ansprtiche 28 bis 30. 

25 32. Zelle nach Anspruch 31, die eine mikrobielle Zelle ist. 

33. Zelle nach Anspruch 32, die eine Zelle eines Pilz- oder Bakterienstammes ist. 

34. Zelle nach Anspruch 33, die eine Zelle des Genus Aspergillus ist, wie A. ni- 
30 ger, A. oryzae oder A nidulans, oder eine Zelle des Genus Saccharomyces, 

z.B. S. cereviciae. 
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40. Detergensadditiv nach Anspruch 38 oder 39, das zusatzlich ein weiteres En- 
zym wie eine Protease, Amylase, Peroxidase, Cutinase, Lipase und/oder Cel- 
lulase umfasst. 

41. Detergenszusammensetzung umfassend eine Lipasevariahte nach Anspruch 25 
oder 26. 

42. Detergenszusammensetzung nach Anspruch 41, die zusatzlich em weiteres 
Enzym wie eine Protease, Amylase, Peroxidase, Cutinase, Lipase und/oder 
Cellulase umfasst 
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Linearisicre Plasmid mit eixunal-schneidendem Restriktionsenzym 


3-Schritt PGR, die die Mutation einbaut 


Schneide mit Restriktionsenzym, isoliere Fragment 


Kloniere in Expressionsplasmid 


Sequenzbestatigung des PCR-Fragments 


Fig. 4 
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